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Verfahren und Vorrichtung zur Bestimmung der Aktivitat 
von Enzymen und Konzentration von Inhibitoren in Flus- 
sigkeiten 

Die vorliegende Patent-Anmeldung betrifft die Weiterbildung insbe- 
sondere des Verfahrens und der Vorrichtung gemafi der Stammanmeldung 
P 195 27 880.1. 



In der klinisch-chemischen und mikrobiologischen Diagnostik sowie 
in der biochemischen Forschung hat die Bestimmung von Enzymaktiyi- 
taten einen wichtigen Stellenwert. Zur Durchfuhrung solcher Bestim- 
mungen ist bereits eine grolie Zahl von Verfahren bekannt und zur 
routinema&igen Anwendung gelangt. 

Dennoch war es bisher unmoglich, die Aktivitaten verschiedener En- 
zyme schnell und kostengunstig zu messen, da viele von ihnen im Se- 
rum, in anderen Korperf lussigkeiten oder in ihren Ursprungszellen 
zum Schutz ihrer Umgebung teilweise oder vollstandig inhibiert vor- 
liegen, d.h. sie sind dort, wo sie Schaden anrichten konnen, zum 
iiberwiegenden Teil inaktiv. 

Kommt es nun zu einer pathologischen Veranderung der Umgebung oder 
der Ursprungszellen selbst, kann sich das Verhaltnis zugunsten der 
nicht inhibierten, aktiven Form andern, wobei besonders im Serum 
ein dadurch entstehender Enzymtiberschufi moglichst umgehend durch 
Inhibitoren reversibel blockiert wird. 

Daher ist es mit bisher zur Anwendung gelangten Methoden^ nur bei 
aufiergewohnlich hohen Enzymkonzentratipnen moglich, beispielsweise 
im Serum die freie Aktivitat der nicht inhibierten Enzyme zu mes- 
sen. 

Zur fruhzeitigen Diagnose von Erkrankungen kann es jedoch notwendig 
sein, einen Anstieg der absoluten Enzymaktivitat pro Volumeneinheit 
oder das Verhaltnis der Volumenaktivitaten der inhibierten zur 
freien Enzymf raktion moglichst schnell und sicher zu messen, da die 
mit herkommlichen Methoden mefibaren Spitzenaktivitaten der freien 
Enzymfraktion oft erst in f ortgeschrittenem Krankheitsverlauf auf- 
treten. 

Auch in der Forschung kann die Kenntnis des aktiven Anteils eines 
Enzyms am Gesamtpool von Bedeutung sein. 

Mittels immunologischer Methoden (ELISA) kann zwar die Konzentrati- 
on auch des inhibierte Anteils einer Enzymklasse bestimmt werden, 
jedoch ist ein bedeutender Nachteil der immunologischen Methoden 
die Unmoglichkeit der Unterscheidung zwischen freiem, also aktivem, 
und inhibiertem Enzym, da ein solches Verfahren die Summe beider 
Gruppen sowie auch teilweise oder vollstandig f unktionsuntttchtige 
Enzyme erfaiit. Eine Messung von Aktivitaten ist ausgeschlossen. 

Mittels bekannter Assays zur Messung von Enzymaktivitaten konnen 
die beiden Zustandsf ormen der Enzyme ebenfalls nicht dif f erenziert 
werden, da hierbei lediglich die freie Form gemessen werden kann. 



Wie kann nun zusatzlich zur freien Aktivitat eines Enzyms, das in 
inhibiertem und freiem Zustand vorliegen kann, die Gesamtaktivitat 
gemessen werden? 

Die Losung ist einfach und kostengunstig : 

Der Probe, beispielsweise humanem Serum, werden auf chroraato- 
graphischem Wege spezifische Inhibitoren, die das gewunschte Enzym 
in seiner Aktivitat hemmen, entzogen. Anschliefiend kann eine norma- 
le Aktivitatsmessung durchgefiihrt werden. 

Wird zusatzlich die Aktivitat des Enzyms in der unbehandelten Probe 
gemessen, kann der Anteil des freien bzw. inhibierten Enzyms an der 
Gesamtf raktion dieses Enzyms in der Probe bestimmt werden. 

Das folgende Beispiel soli der Veranschaulichung des Verfahrens 
dienen: 

An ein Sepharose-Gel als Tragersubstanz wird die Cystein-Proteinase 
Papain gekoppelt. Das so praparierte Gel wird in eine Chromatogra- 
phiesaule gepackt. Einer in dieser Saule inkubierten Probe, z.B. 
Gewebehomogenat aus einem Lungentumor , werden alle Inhibitoren ent- 
zogen, die eine hohere Af finitat zu Papain als zu ihren urspriingli- 
chen Enzymen aufweisen. Diese Enzyme konnen unter anderem die Ca- 
thepsine B, H und L sein, wobei Cathepsin, H normal erwe is e nahezu 
vollstandig inhibiert vorliegt und seine Enzymaktivitat erst nach 
Entzug der Inhibitoren (Stefin A, Kininogen und andere) meftbar 
wird. :: - 
Die Messung der Aktivitaten erfolgt nach den bekannten Assays auf 
f lourometrischem Wege unter Verwendung enzymspezif ischer Substrate 
und Inhibitoren. 

Dieses Verfahren, das je nach Verwendungszweck mit den unter- 
schiedlichsten Chromatographiematerialien, Enzymen und Inhibitoren 
durchfuhrbar ist, kann vollstandig automatisiert werden und ist da- 
mit fur den Routineeinsatz im Labor geeignet (siehe hierzu Abbil- 
dung 1) . 

So kann eine grofte Anzahl an Proben auf einem Probenrondell oder in 
einem anderen geeigneten Meftprobenspeicher (3) gelagert werden, wo- 
von jeweils ein definiertes Volumen der zu messenden Probe durch 
eine Entnahmevorrichtung (2) mittels einer nachgeschalteten Pumpe 
(7) in eine geeignete Chromatographiesaule (1) gefuhrt wird. 
Nach einer vorgeschriebenen Inkubations zeit wird die von den ge- 
wunschten Inhibitoren gereinigte Probe durch eine auf die gleiche 
Weise eingefiihrte definierte Pufferlosung aus einem Saulenpuf f erre- 
servoir (4) vollstandig aus der Saule gespult und gleichzeitig ver- 
dtinnt . 

Eine anschliefiende Reinheitsmessung (8), beispielsweise auf photo- 
metrischem Wege oder durch Messung der Leitf ahigkeit , schlielit Pro- 
benriickstande in der Saule aus und verhindert gleichzeitig einen 
unnotig hohen Pufferverbrauch, 

Mittels einer weiteren Mefteinrichtung (9) kann das aus der Saule 
gespulte Gesamtvolumen bestimmt werden. 

Urn eine homogene Mischung des Probe-Puff ergemischs nach dem Ausspu- 
len aus der Saule zu erreichen, ist dieser eine Mischvorrichtung 
(10) nachgeschaltet . 

Mittel einer weiteren Pumpe kann uber ein Ventil, das wie alle an- 
deren Funktionseinheiten des Gerats zentral von einem Rechner (18) 
angesteuert wird, in der vorgeschriebenen Reihenfolge Mefipuffer, 
Substrat, eventuell Inhibitoren und die in einem bekannten Verhalt- 
nis durch die anfangs verwendete Pufferlosung -verdunnte Probe in 
eine f lourometris che KeJieinheit (5) geleitet werden. 
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Der Rechner kann nun aus den Mefcdaten auf einfache Weise die in der 
Originalprobe vorliegende Aktivitat des gewiinschten Enzyms pro Vo- 
lumeneinheit oder, bei Kenntnis der Proteinkonzentration in diesem 
Volumen, die Aktivitat pro Masseeinheit errechnen. 

Zum Vergleich der solchermalien gemessenen Enzymaktivitat mit der 
Aktivitat in der unbehandelten Probe kann diese unter Umgehung der 
Chromatographiesaule auch direkt zur Messung gebracht werden. 
Nach oder bereits wahrend dem MeAvorgang kann mit der automatisch 
gesteuerten Spiilung der Vorrichtung begonnen werden, um Riickstande 
der Probe vollstandig zu entfernen. 

Weitere Erlauterungen zu Abbildung 1 finden sich in der Stamm- 
anmeldung. 

Um spezielle Aufgaben mit der beschriebenen Vorrichtung optimal 16- 
sen zu konnen, kann die Anordnung einiger Einheiten, insbesondere 
der Ventile, von der in Abbildung 1 gezeigten abweichen. 

Vorteilhaft ist es, wenn zur Steigerung der Effizienz der Vorrich- 
tung mehrere Saulen parallel oder in Reihe geschaltet sind. Auch 
mehrere parallele flourometrische Messungen der Aktivitaten unter- 
schiedlicher Enzyme aus derselben Probe tragen zu einer hoheren 
Leistungsstarke der Vorrichtung bei. 

Anstatt f lourometrischer. Messung der Aktivitaten spezifischer Enzy- 
me kann auch, je nach Bedarf und verwendetem Meft-Assay, ein anderes 
Meiisystem, z.B. ein photometrisches , verwendet werden. 

Als Besonderheit konnen unterschiedlich praparierte, selbstver- 
standlich mehrfach verwendbare Saulen verwendet werden, so bei- 
spielsweise mit unterschiedlichen Enzymen oder grofttechnisch herge- 
stellten Enzymf ragmenten sowie auch mit Inhibitoren bestiickte Chro- 
matographie-Materialien . 

Dank dieser zahlreichen Moglichkeiten konnen neben Enzymen auch, je 
nach Saule, Inhibitoren gereinigt werden. 

Wird eine mit Enzymen praparierte Saule verwendet, konnen die den 
Proben entzogenen Inhibitoren nach dem Erreichen der Kapazitat der 
Saule durch ein einfaches chemisches Verfahren von den Enzymen ge- 
trennt und der weiteren Verwendung zugefiihrt werden. Auf diese Wei- 
se konnten auch bislang unbekannte Inhibitoren angereichert und 
klassif iziert werden. 

Wird dagegen eine mit Inhibitoren praparierte Saule verwendet, kon- 
nen der Probe selektiv Enzyme entzogen und . klassif iziert werden, 
die bei diesem Vorgehen anstelle der oben beschriebenen Enzyme 
(z.B. Cathepsin H) aus der Saule gepulten Inhibitoren (z.B. Kinino- 
gen) werden in spezifischen Assays auf ihre in der jeweiligen Probe 
vorliegende Konzentration und Inhibitoraktivitat hin untersucht. 

Die Abbildungen erlautern die Weiterbildung . 

Die Effizienz der oben beschriebenen Papainsaule ( Sepharose-Gel als 
chromatographisches Tragermaterial , Papain als daran gekoppeltes 
Enzym) wird im Zusammenhang mit der Untersuchung der Proteinasen 
Cathepsin 3, H und L durch die folgenden Messungen beispielhaft be- 
legt : 

l.Gemessen wurden die Aktivitaten (pU/mg Protein) der Cathepsine B, 
H und L in Lungengewebehomogenaten von Tumorpatienten vor und 
nach einem Entzug der korrespondierenden Inhibitoren durch ein 
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mit Papain prapariertes Sepharose-Gel . Die Inkubationszeit der 
Proben in der Saule wurden auf 15 Minuten festgelegt. 

Abbildung 2 zeigt, daft die Aktivitat sowohl im unbefallenen als 
auch im tumorbef allenen Lungengewebe nach einem Entzug der Inhi- 
bitoren auf den Saulen im Median wesentlich hoher als in der un- 
behandelten Probe liegt. 

In dieser Grafik wurde fiir den Vorher-/Nachher-Vergleich jeweils 
dasselbe Probenkollektiv verwendet. Der Anstieg der Aktivitaten 
ist nur durch einen Entzug der Inhibitoren zu erklaren und lite- 
raturkonf orm. 

2. Abbildung 3 zeigt, daft vor einem Entzug der Inhibitoren auf der 
Papainsaule die Proteinmenge (mg/mi) im Median wesentlich hoher 
liegt als nach einem Entzug, was nur durch einen tatsachlich 
stattf indenden Entzug der Inhibitoren zu erklaren ist. 

3. Als Beispiel fur den zeitlichen Verlauf der Inhibitorabgabe an 
das auf die Saule gebundene Papain wurde ein Probenpaar zufallig 
ausgewahlt und die Aktivitaten nach jeweils unterschiedlich lan- 
gen Inkubationszeiten auf der Papainsaule bestimmt. 

Aus Abbildung 4 ist ersichtlich, daft die Aktivitat von Cathepsin 
B vom Zeitpunkt 0 an rapide steigt, um nach etwa 15 Minuten in 
ein Plateau iiberzugehen. Der Zeitpunkt 0 ist identisch mit der 
Messung vor einem Inhibitorentzug . a; ^ 

Auch Abbildungen 5 und 6 zeigen einen starken Anstieg der Aktivi- 
taten nach kurzer Inkubationszeit- Die in Abbildung 6 genannte ^ 
Restaktivitat aus der Aktivitatsmessung von Cathepsin L ist die v. 
Aktivitat eines noch nicht naher klassif izierten Enzyms . 

4. Abbildung 7 stellt den Verlauf der Abnahme des Proteingehalts der z zi. 
unter 3. beschriebenen Probe dar. Schon nach kurzer Zeit hat die 
Proteinmenge ihr Minimum erreicht und geht im zeitlichen Verlauf ^ j 
in ein Plateau uber; d.h. die Inhibitoren werden dank des Uber- 
schusses an Papain in der Saule schnell und sicher gebunden . 

5. Aus der in Abbildung 8 gezeigten Oberlebenskurve ( Kaplan-Meier- 
Kurve) ist ersichtlich, daft diejenigen Patienten, deren Cathepsin 
H-Aktivitat im Tumorgewebe uber einem Schwellenwert von 5 33pEU/mg 
liegt, eine wesentlich ungiinstigere Prognose bezuglich der Uber- 
lebenszeit haben als diejenigen, deren Wert unter diesem Schwel- 
lenwert liegt. Die Werte fur diese wie auch die oben genannten 
Abbildungen stammen aus Originalmessungen, die mittels einer Pa- 
painsaule durchgefuhrt wurden. 

Aus den oben genannten Ausfiihrungen ist -beispielsweise- zu fol- 
gern : 

• In vielen Korperf lussigkeiten, z.B. Serum, Urin oder Liquor, wie 
auch in Gewebehomogenaten, Bakteriensuspensionen und anderen 
Flussigkeiten liegen in ihrer Aktivitat durch spezifische Inhibi- 
toren blockierte Enzyme vor. Die Aktivitat dieser Enzyme konnte 
bisher nicht oder nur bei einem Vorliegen von Spitzenwerten ge- 
messen werden. 

• Immunologische Verfahren wie beispielsweise das relativ teure 
ELISA-Prinzip konnen nur Gesamt konzentrationen, nicht jedoch Ak- 
tivitaten von intakten und somit f unktionstuchtigen Enzymen be- 
stimmen . 



• Durch die Verwendung einer entsprechend praparierten chroma- 
tographischen Saule ist es moglich geworden, der Probe spezifi- 
sche Inhibitoren zu entziehen und somit Gesamt- und Teilaktivita- 
ten eines oder mehrerer Enzyme zu messen. 

• Ein Nebeneffekt dieser Methode ist die Reinigung und Anreicherung 
spezifischer Inhibitoren auf der Saule. Diese konnen anschlieliend 
zu Klassif izierungszwecken von dem chromatographischen Material 
getrennt werden. 

• Ebenso ist es moglich, statt Enzyme oder grolitechnisch herge- 
stellte Enzymf ragmente Inhibitoren, die inzwischen ebenfalls 
grofltechnisch hergestellt werden konnen, an das Tragermaterial zu 
binden und somit unbekannte Enzyme zu klassif izieren sowie die 
jeweils in der Probe vorhandene Inhibitor konzentration und Inhi- 
bitoraktivitat zu bestimmen. 

• Dank einer Automat is ierung kann die oben beschriebene oder eine 
den Bedurfnissen entsprechende, modifizierte Vorrichtung im tag- 
lichen Routinebetrieb des klinisch-chemischen Labors, in der mi- 
krobiologischen Diagnostik oder auch in der biochemischen For- 
schung eingesetzt werden. 

• Dank der Mehrf achverwendbarkeit der Chromatographiesaulen und ih- 
ren niedrigen Herstellungskosten ist es moglich, in kurzer Zeit 
eine grofie Anzahl von Proben sehr kostengunstig zu untersuchen. 

• Durch die Einfiihrung einer entsprechenden Vorrichtung wird ein 
bisher mangels geeigneter Technik unbearbeitetes Aufgaben- und 
Forschungsgebiet erschlossen . 

• Dank des beschriebenen Verfahren und der Vorrichtung ist es mog- 
lich, eine Prognose uber den Krankheitsverlauf und die Uberle- 
benszeit der Patienten zu erstellen und die Patienten somit einer 
ihren speziellen Bedurfnissen angepafite Therapie zuzufuhren. Es 
wird Aufgabe der Forschung sein, mittels des Verfahrens und der 
Vorrichtung neue, aussagef ahige Tumormarker und Verlauf sparameter 
heraus zuarbeiten . 

• Auch fur die Bakteriologie und Mikrobiologie kann das Verfahren 
und die Vorrichtung von Bedeutung sein, da die biochemische Klas- 
sifikation von beispielsweise Bakterien von betrachtlicher Bedeu- 
tung fur die Diagnostik ist. 

Da die oben beschriebene Vorrichtung nur in gewissem Umfang trans- 
portabel ist und sich zur Durchfuhrung eines preisgiinstigen 
Schnelltests aufterhalb des Labors wenig eignet, ist, aufbauend auf 
dem oben beschriebenen und in Abbildung 1 gezeigten Verfahren, die 
nachfolgend beschriebene Vorrichtung zur DurchfQhrung eines 
Schnelltests von Vorteil. 

Abbildung 9 erlautert die Weiterbildung . 

In einer speziellen Spritze (1), die schematisch in den Zustands- 
formen A, 3* und C cargestellt ist, befindet sich im unteren Teil 



zwischen zwei Mikrofiltern (3 sowie Bestandteil von 5), ein chroma- 
tographisches Material (4), an das analog zum oben beschriebenen 
Verfahren Enzyme, Inhibitoren oder grofitechnisch hergestellte Frag- 
mente gekoppelt sind. 

Im Zustand vor dem Gebrauch (A) befindet sich im selben Raum wie 
das chromatographische Material sowie iiber diesem, jedoch unterhalb 
des Spritzenstempels (2) im f liissigkeitsgef iillten Raum (6) eine den 
Erf ordernissen entsprechende Fliissigkeit , beispielsweise eine Spiil- 
puf f erlosung . 

Urn den Reaktionszustand (B) zu erreichen, wird eine Probe, bei- 
spielsweise Blut, Serum, Urin, Liquor oder eine andere Fliissigkeit, 
durch einen mittels des Spritzenstempels (2) hergestellten Unter- 
druck durch die Spritzendf f nung (5), die mit einem Mikrofilter ver- 
sehen ist, in den Raum, in dem sich das chromatographische Material 
befindet, eingezogen. Daran schlieflt sich eventuell eine definierte 
Inkubationszeit an. Im Reaktionszustand werden der Probe je nach 
chromatogr aphis chem Material die Inhibitoren, z.B. Kininogene bei 
Verwendung eines mit Papain bestiickten Sepharose-Gels , oder die En- 
zyme entzogen. 

Danach wird die so behandelte Probe mittels Druck auf den Spritzen- 
stempel mitsamt der sich in Zustand A iiber dem Filter (3) und 
gleichzeitig unter dem Spritzenstempel (2) befindenden Fliissigkeit 
aus der Spritze durch die Sprit zenof f nung (5) hindurch in ein Reak- 
tionsbehaltnis (7) verbracht (C) . 

In dem Reaktionsbehaltnis kann sich ein spezifisches Substrat be- 
finden, das beispielsweise durch solchermafien von ihren Inhibitoren 
befreite Enzyme spezifisch gespalten wird und auf diese Weise, ahn- 
lich einem Indikator, die Farbe verandert . 

Nach einer definierten Zeit kann, beispielsweise anhand der 
Farbveranderung im Reaktionsbehaltnis, das Ergebnis des Schnell- 
tests abgelesen werden. 

Dank dieses Verfahrens ist es moglich, auch ohne ein aufwendiges 
Laborgerat, welchem die in Abbildung 1 beschriebene Vorrichtung zu- 
grundeliegt, eine entsprechende Diagnostik und Prognostik, wenn 
auch nicht mit den Moglichkeiten und der Prazision, die ein solches 
Laborgerat bietet, durchzuf iihren . Zur Anwendung gelangen konnte ein 
solcher Schnelltest beispielsweise in der praklinischen wie auch 
klinischen Notf alldiagnostik sowie in der allgemeinar ztlichen Pra- 
xis . 



Patentanspruche 



1. Verfahren, insbesondere nach der deutschen Patentanmeldung P 
195 27 880.1, zur Bestimmung der Enzyminhibitoren in Flussigkeiten, 
bei dem einer Meiiprobe die mit mindestens einem Enzyminhibitor kor- 
respondierenden Enzyme entzogen werden und bei dem die so behandel- 
te Meftprobe mittels eines spezifischen Meft-Assays auf die vorhande- 
ne Konzentration und/oder Aktivitat der spezifischen Inhibitoren 
untersucht wird, wobei die Enzyme der Meftprobe auf chromatographi- 
schem Wege entzogen werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daft die 
Meftprobe durch eine Saule (1) mit einem chromatographischen Trager- 
material geleitet wird, wobei das Tragermaterial mit einer die En- 
zyme bindenden Substanz vers.etzt ist. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die behandelte Meftprobe mit einem geeigneten Saulen- 
puffer definiert verdunnt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die behandelte Meftprobe zur Herstellung definierter 
Versuchsbedingungen mit einem geeigneten Meftpuffer versetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die zur Messung der Inhibitorenkonzentration und/oder 
Inhibitoraktivitat notwendigen, zum Meft-Assay gehorenden Substanzen 
zumindest wahrend der Inkubationszeit temperiert werden. 
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Abb.2: Cathepsiri B-Aktivitat 




Legende: CAT_B_GE: 


Cathepsin B-Aktivitat des unbefallenen Lungengewebes 
vor dem Inhibitorentzug. 


CAT_B_TU: 


Cathepsin B-Aktivitat des tumorbefallenen Lungen- 
gewebes vor dem Inhibitorentzug. - 


CBGE: 


Cathepsin B-Aktivitat des unbefallenen Lungengewebes 
nach dem Inhibitorentzug. 


CBTU: 


Cathepsin B-Aktivitat des tumorbefallenen Lungen- 
gewebes nach dem Inhibitorentzug. 


N: 


Fallzahl. 


Y-Achse: 


Aktivitat in |jU/mg Protein. 



Abb. 3: Proieinmenge 
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PROT GES 



PROT TU 



LEGENDE: PROT_GES: Proteinmenge des unbefallenen Lungengewebes 

vordem Inhibitorentzug. 

PROT_TU: Proteinmenge des tumorbefallenen Lungen- 
gewebes vor dem Inhibitorentzug. 

PGE: Proteinmenge des unbefallenen Lungengewebes 

nach dem Inhibitorentzug. 

PTU: Proteinmenge des tumorbefallenen Lungen- 

gewebes nach dem Inhibitorentzug. 

N: Fallzahi. 

Y-Achse: Proteinmenge in mg/ml. 




LEGENDE: CBG: Cathepsin B-Aktivitat des unbefallenen Lungengewebes 

vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 

CBT: Cathepsin B-Aktivitat des tumorbefallenen Lungen- 

gewebes vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 



X-Achse: Zeitlicher Veriauf in Minuten; 0 min entspricht dem 
Zustand vor, die weiteren Punkte entsprechen 
dem Zustand nach einem Inhibitorentzug. 

Y-Achse: Aktivitat in pU/mg Protein. 



Abb.5: Cathepsin H-Aktivitat 




Zeit/min 



Legende: CHG: 


Cathepsin H-Aktivitat des unbefallenen Lungengewebes 
vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 


CHT: 


Cathepsin H-Aktivitat des tumorbefallenen Lungen- 
gewebes vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 


X-Achse: 


Zeitlicher Verlauf in Minuten; 0 min entspricht dem 
Zustand vor, die weiteren Punkte entsprechen 
dem Zustand nach einem Inhibitorentzug. 


Y-Achse: 


Aktivitat in pU/mg Protein. 




Zeit/min 



LEGENDE: CLG: Cathepsin L-Aktivitat des unbefallenen Lungengewebes 

vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 

CLT: Cathepsin L-Aktivitat des tumorbefallenen Lungen- 

gewebes vor bzw. nach dem Inhibitorentzug. 

RAG: Restaktivitat aus der Messung von CLG nach einer 

Zugabe von spezifischem Inhibitor fur Cystein-Pro- 
teinasen (E64). 

RAT: Restaktivitat aus der Messung von CLT nach einer 

Zugabe von E64. 



X-Achse: Zeitlicher Verlauf in Minuten; 0 min entspricht dem 
Zustand vor, die weiteren Punkte entsprechen 
dem Zustand nach einem Inhibitorentzug. 

Y-Achse: Aktivitat in pU/mg Protein. 



